






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































0.13 +/­ 0.02  125.79 +/­ 21.29 
Mixed Age – Purified 
(Sample 1) 
3.19 +/­ 0.65  3193 +/­ 649 
Mixed Age – Unpurified 
(Sample 2) 
0.30 +/­ 0.04  324 +/­ 39 
Mixed Age – Purified 
(Sample 2) 
1.87 +/­ 0.42  1871 +/­ 417 
Table 2:  Samples unpurified and then purified by affinity chromatography and their Specific Activity 
of Glutathione S­transferases.
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Figure 6: The SDS­PAGE gel, on the left side of figure is the protein ladder, 200 KD 
is Myosin H­chain, 97.4 KD is Phosphorylase B, 69 KD is bovine serum albumin, 45 
KD is ovalbumin, 29 KD is carbonic anhydrase, 18.4 KD is B­lactoglobin, and 14.3 is 
lysozyme.  The column on the right side is the sample of purified GST and there are 2 
bands found in the region between Carbonic anhydrase 29 KD and B­lactoglobin 18.4 
KD. 
Chapter 5:  Discussion 
In this study, D. magna was treated with different concentrations of clofibrate 
(control, control + 0.2% ethanol, 0.01 mg/l, 0.05 mg/l, 0.08 mg/l, and 0.1 mg/l) for 48 
hours and then tested for glutathione S­transferase to determine if clofibrate alters the 
activity of glutathione S­transferases.  The clofibrate concentrations were chosen after 
an acute toxicity test was done to determine the highest concentration of clofibrate 
that the D. magna would survive in for 48 hours.   According to the results it does not 
statistically significantly induce glutathione S­transferase but nor does it inhibit it 
when compared to the control data.  When inspecting the data, 0.01 mg/L, 0.05 mg/L, 
and 0.08 mg/L clofibrate appears to induce activity of glutathione S­transferase a
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little more than the controls or 0.10 mg/L clofibrate, but the result was not statistically 
significant. 
Many different chemicals have been tested on D. magna to determine if 
glutathione S­transferases are inhibited or induced (Barata et al., 2005; LeBlanc et al., 
1987; and LeBlanc et al., 1985).   It is important to know that a pharmaceutical that is 
found in the aquatic environment does not alter one of the mechanisms that the 
organism uses to detoxify xenobiotics.  When the chemicals in question inhibit the 
detoxifying enzymes then that could have deleterious effects on the organism.  Since 
this is the first study to test clofibrate on glutathione S­transferase specific activity in 
D. magna, it is important to know that it does not inhibit this enzymatic activity. 
Clofibrate activates peroxisome proliferator activating receptors when the 
drug is used on the target organism that it is prescribed (Nunes et al., 2004).  In a 
study by Jones and Neill, it was found that there was a correlation between treatment 
of clofibrate to mice and the induction of peroxisome proliferation in mice (Nunes et 
al., 2004). Peroxisome proliferators increase oxidative stress and DNA damage 
(Cajaraville et al., 2003). This pharmaceutical causes oxidative stress which causes 
the organism to enhance the production of ROS which in turn increases the 
organism’s antioxidant defenses, one of which is glutathione S­transferase (Barata et 
al., 2005).
Nunes and others (2004) tested clofibrate on the mosquitoefish, Gambusia 
holbrooki, to determine it’s effects on the enzymes, acetylcholinesterase (AChE), 
lactate dehydrogenaes (LDH) and catalase (CAT).  In the acute tests of clofibrate, 
clofibrate significantly decreased CAT activity (Nunes et al., 2004).  Sea bass,
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Dicentrarchus labrax, was treated with 70 mg/kg clofibrate for two weeks and 
glutathione S­transferase was induced in the liver of the sea bass that were treated 
with clofibrate (Pretti et al., 1999).  Artemia parthenogenetica, a hypersaline 
crustacean, was treated with clofibrate, among other pharmaceuticals, and was tested 
for glutathione S­transferase activity when it was found that there was no statistical 
difference when clofibrate was used (Nunes et al., 2006).  There have been studies 
done that have found antioxidant enzyme responses, CAT, SOD, GST, and oxidative 
tissue damage in D. magna when exposed to UV and different oxygen concentrations 
(Barata et al., 2005).   Barata and others (2005) studied five prooxidative chemicals, 
menadione, paraquat, endosulfan, cadmium, and copper and their effects on four 
antioxidant enzymes, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), total glutathione 
peroxidase (total GPx) and glutathione S­transferase (GST), the enzymes that 
responded the greatest were total GPx and GST. 
In this study, twenty­two different ages of D. magna were tested for 
glutathione S­transferase activity.  It was found that there was a statistical significant 
difference in the specific activity of glutathione S­transferase between the different 
ages of D. magna.  There seems to be an age­dependent pattern in the data that the 
glutathione S­transferase activity is higher in the first two weeks of life for the 
daphnids and then it decreases for a while and then as the daphnid approaches 38 
days it increases again significantly.  Neonates and juveniles may have increased 
amount of specific activity of glutathione S­transferases since they are still 
developing.  In a study that looked at glutathione S­transferases over time in the 
yellow­fever mosquito, the concentrations increased up to pupal stage which is 9 days
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old and then decreased when the mosquitoes hit senescence (Hazelton et al., 1983). 
The results in this study during the growth of D. magna corresponded to the results of 
the growth of the mosquito, but the results of the aging Daphnia did not correspond to 
the aging mosquito. 
It has been found in other studies that the age of the organism does affect the 
activity of antioxidant enzymes.  It was determined that lactate dehydrogenase 
activity (LDH) did differ in D. magna that were seven days old compared to those 
that were 14 and 21 days old, but that there was variation with the age of daphnia 
(Diamantino et al., 2001). 
The glutathione S­transferase specific activity of D. magna was compared 
with females that had eggs in their brood chambers and females that did not have 
eggs in their brood chambers.  It was found that there was a significant statistical 
difference between the two groups.  The specific activity was actually higher in the 
females with empty brood chambers.  Diamantino and others (2001) found that in D. 
magna, there was a significant statistical difference in lactate dehydrogenase activity 
when comparing D. magna with eggs in the brood chamber and those females without 
eggs in their brood chamber. 
Specific activity of glutathione S­transferases were run on the mixed age 
samples and then one of the mixed age samples was purified by affinity 
chromatography and run on a SDS­PAGE gel.  The mixed age unpurified samples 
were a little lower than in other studies, in one study done be LeBlanc and others 
(1985), the specific activity of glutathione S­transferases in D. magna were 584 +/­ 
99 nmoles/min/mg.  Glutathione S­transferases were purified from D. magna using
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affinity chromatography and then the bands of that sample were seen on SDS­ 
polyacrylamide electrophoresis gel between carbonic anhydrase 29 kDa and B­ 
lactoglobin 18.4 kDa, which is consistent with previous studies that have looked at 
the molecular weights of GSTs in D. magna (LeBlanc et al., 1987).  Baldwin and 
others (1996) found 5 different subunits of GSTs between 26.9 and 30.2 kDa. 
Chapter 6:  Conclusion 
Specific activities of glutathione S­transferases were tested under different conditions 
and at different physiological aspects of the life cycle of D. magna.  There was a 
statistical difference in the specific activity of GSTs in different aged D. magna.  D. 
magna in different reproductive times of the life cycle showed a statistical difference 
in the specific activity of glutathione S­transferases. These two factors explain why 
the activity of glutathione S­transferases in D. magna may be different among 
individual organisms. Clofibrate did not statistically alter the specific activity of 
GSTs in D. magna.  This is the first time that clofibrate was tested on glutathione S­ 
transferases in D. magna and it is important to know that clofibrate, found in the 
environment, does not inhibit the activity of GSTs. 
The purified glutathione S­transferases were found on the SDS­PAGE gel in 
the expected range between carbonic anhydrase, 29 KD and B­lactoglobin, 18.4 KD. 
In future research, the molecular weight of the subunits of glutathione S­transferases 
in D. magna will be determined by RP­HPLC.
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